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RESUME - Trois croisements fertiles et compatibles entre des souches de 
Magnaporthe grisea pathogènes pour le riz, ont été identifiés. Des croisements frèr 
soeurs et des croisements en retour ont été conduits. Nous avons évalué la fertilité 
des souches selon trois paramètres: l'aptitude des descendants à se croiser entre eux, 
l'évaluation du nombre de périthèces produits et le taux de germination des 
ascospores. Ces caractères sont indépendants. La production de périthèces et la 
germination des ascospores ont pu être améliorées. Nous avons également mis en 
évidence que I9isogénisation était néfaste a la germination des ascospores. 

ABSTRACT - Three compatible and fertile crosses between rice pathogenic strains 
of Magnaporthe grisea have been identified. Back-crosses and full-sib crosses were re- 
alized. Fertility of the strains was measured following three parameters: ability of 
progenies to intermate, perithecia production and germination ratio of ascospores. 
These three characters are independant. Perithecia production and germination of 
ascospores have been performed. We have also shown that isogenisation affected as- 
cospores germination. 

MOTS CLÉS : Magnaporthe grisea, pyriculariose du riz, fertilité, compatibilité. 

INTRODUCTION 

Magnaporthe grisea (Hebert) Barr (Barr, 1977), stade parfait de 
Pyricularia oryzae Cav. et de P. grisea (Cooke) Sacc., est un champignon pa- 
rasite d'un grand nombre de Poacées (Asuyama, 1965). Deux espéces ont 
longtemps été distinguées en fonction de la spécificité parasitaire: P. oryzae 
l'un des principaux pathogènes du riz et P. grisea pathogène des autres 
Poacées. 

Depuis que de nombreux travaux (Hebert, 1975; Yaegashi & Udagawa, 
1978a,b; Yaegashi & Asaga, 1981; Kolmer & Ellingboe, 1988; Silué, 1986, 
1990) ont fait apparaître que P. oryzae et P. grisea étaient intercroisables, 
l'idée de l'existence d'une seule espéce avec des formes spécialisées (Kolmer 
& Ellingboe, 1988) s'est renforcée. De plus, différents auteurs ont identifié 
des souches de P. oryzae attaquant d'autres Poacées (Kato, 1981; Singh & 
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Singh, 1988). De ce fait, une seule espéce, M. grisea (anamorphe P. grisea) 
est maintenant reconnue chez ce parasite (Rossman et al., 1990). 

Depuis la découverte du stade parfait par Hebert (1971), la génétique 
de ce champignon a connu des progrés importants. Sa résistance aux 
fongicides a été étudiée (Taga et al., 1978, 1979, 1982). Il en est de méme 
pour la spécificité d'hótes qui peut étre gérée par quelques gènes (Yaegashi, 1978; Yaegashi & Asaga, 1981; Valent & Chumley, 1987). Nous avons 
également identifié un mutant incapable de former des appressoria, caractère 
sous le contrôle d'un seul gène. L'hérédité de la pathogénie vis-à-vis du riz 
est cependant moins bien connue du fait de l'incompatilibité et du faible ni- 
veau de fertilité des souches. De plus, la plupart des souches pathogénes du 
riz se comportent comme des souches måles (Itoi et al., 1980, 1983; Valent 
et al, 1986; Kolmer & Ellingboe, 1988) et très peu de souches pathogènes 
pour le riz et femelles fertiles ont été identifiées à ce jour. 

Nous avons cependant identifié des croisements fertiles et compatibles 
entre des souches de M. grisea pathogènes du riz. Ces croisements ont été 
utilisés pour analyser l'avirulence vis-à-vis du riz (Silué, 1986, 1990). L'exis- tence d'une relation de type géne-pour-géne entre M. grisea et Oryza sativa a 
pu être prouvée (Silué, 1990). Des cas qui pourraient étre des exceptions à 
cette régle ont également été notés. 

Pendant ces travaux, il a souvent été difficile de réussir certains croi- 
sements fréres-soeurs de méme que certains croisements en retour. 
réussite de tels travaux reste conditionnée par l'amélioration de la fertilité. 
Aussi, nous sommes-nous proposés d'analyser l'incompatibilité et la fertilité 
des souches. Cette publication rassemble les résultats obtenus. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Les souches de M. grisea utilisées 

Pour déterminer les signes sexuels, 4 souches-testrices et femelles fertiles 
sont utilisées (KA 3, KA 7, KA 9 et Guy 11). KA 3 et KA 7 sont de signe Mat.1.1, KA 9 et Guy 11 sont de signe Mat.1.2. Les signes sexuels sont res- pectivement dénommés Mat.1.1 et Mat.1.2 d'aprés les recommandations de Yoder et al. (1986). Les caractéristiques de ces souches et de celles de CD 
128, ML 25 et JA 4 ont été préalablement décrites (Silué, 1990). Guy 11 est femelle fertile tandis que CD 128, ML 25 et JA 4 sont máles. Ces 3 souches ont été sélectionnées dans une collection de 110, pathogénes du riz et de si- gne Mat.1.1. Trente d'entre elles ont formé des périthèces avec Guy 11. Guy 11 x CD 128, Guy 11 x ML 25 et Guy 11 x JA 4 sont les 3 croisements pro- duisant des ascospores ayant les plus forts taux de germination. 

Réalisation des croisements de M. grisea 

Les confrontations sont réalisées sur un milieu à base de farine de riz (Notteghem, 1981). La formation de périthèces ne peut avoir lieu que si l9on confronte 2 souches fertiles de signes de compatibilité sexuelle opposés. Pour déterminer ce signe, les 4 souches-testrices sont utilisées. Dans une première 
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boite de Pétri, on place 4 implants, un par souche, sur deux diamétres per- 
pendiculaires et à lcm du centre. Sur l'un des diamétres, 2 des souches- 
testrices de méme signe de compatibilité sexuelle sont ensemencées. Sur l'au- 
tre diamètre, on place 2 implants des souches à tester. La confrontation des 
souches à tester avec les souches-testrices de l'autre signe de compatibilité 
sexuelle est réalisée dans une seconde boite de Pétri. Les boites de pétri 
sont ensuite scellées avec un film adhésif (Tesa 5280 BDF) et placées sous 
une lumière artificielle (tubes fluorescents) à 28°C. Après environ 4 jours, 
les boîtes de pétri sont placées à 20°C dans une salle éclairée de la même 
façon que précédemment avec une photopériode de 12h. Lorsque les sou- 
ches sont fertiles et compatibles, on observe 15 jours environ après la 
réalisation de la confrontation, la formation de périthèces contenant des 
asques et des ascospores viables. 

Isolements monoascospores 

Quelques périthèces sont prélevés sous une loupe binoculaire (x 64) à 
l'aide d'un microscalpel et déposés sur l9eau gélosée (4,5% d'agar). Ils sont 
ensuite débarrassés du mycélium et des conidies dont ils sont recouverts. 
Avec la pointe du microscalpel, les périthèces sont ouverts et les asques sont 
étalés au moyen d9une fine tige de verre terminée par un renflement 
sphérique. Trente à soixante minutes après étalement, la lyse de la paroi des 
asques permet de disperser les ascospores. Après 5 à 6 h à 28°C, les 
ascospores viables ont germé; elles sont alors prélevées et mises en culture 
sur milieu farine de riz. On donne aux ascospores un numéro en trois par- 
ties. Le premier chiffre est le numéro du croisement, le deuxième le numéro 
de l'asque et le dernier celui de l'ascospore. Lorsque le taux de germination 
des ascospores est trés bas (de l'ordre de 576) il n'est pas possible d'isoler 
des tétrades. Nous avons alors isolé l'ensemble des ascospores sans tenir 
compte de leur asque d'origine. Le second chiffre du numéro qui leur est 
affecté est alors 0. 

Stratégies de croisement 
Pour l'amélioration de la fertilité, deux stratégies d'étude étaient possi- 

bles, bien que toutes deux limitées par la fertilité des descendants. La 
premiére stratégie est basée sur l'hypothése que les génes de fertilité sont 
apportés par Guy 11 et que le second parent moins fertile a des gènes 
défavorables. Dans ce cas, les croisements en retour par Guy 11 devraient 
améliorer la fertilité. La seconde hypothèse est que les deux souches paren- 
tales apportent l'une et l'autre des gènes de fertilité complémentaires. Selon 
cette hypothèse, quelques croisements entre descendants devraient être plus 
fertiles que le croisement initial. Pour tester ces deux hypothèses, des croi- 
sements en retour par chacun des deux parents ainsi que des croisements 
frères-soeurs ont été conduits et leurs descendances évaluées pour la fertilité. 

Au cours de la réalisation du programme de croisement, il a été tenu 
compte simultanément de la fertilité des combinaisons et de l'avirulence des 
souches parentales, l'analyse de l'avirulence étant l9un des thèmes principaux 
du laboratoire. 
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RÉSULTATS 

Croisements réalisés 

Nous avons isolé 38 ascospores du croisement Guy 11 x ML 25, 23 du 
croisement Guy 11 x CD 128 et 58 du croisement Guy 11 x JA 4. Il a été 
possible d'obtenir des combinaisons fertiles et compatibles lorsque les des- 
cendants F1 issus des croisements respectifs étaient croisés avec Guy 11 ou 
avec JA 4. Par contre, tous les croisements en retour par les souches paren- 
tales CD 128 et ML 25 étaient stériles. Il a également été possible de réaliser 
un nombre variable de croisements fréres-soeurs à partir des descendances 
F! obtenues (Tab. 1). Ces travaux ont permis de mettre en évidence une 

* . + | + [total|rertiles: 
Mat.1.1|Mat.1.2|ind|tfe«| sae (4) 

a [Suy 12 x co 128 10 12 4 |54,5| 120 | 16 (13%) 

9/0/4 X Guy 11 28 23 1 [82,4] 100 | 19 (19%) 

4 [9GG 11 E>? 4 27 MV |4 [65,0] 225 | 65 (29%) E 
6/0/13 % �� 4 22 24 > [47,6| 528 7 (1,3%) 

Guy 11 X ML 25 20 1s 9 |66,4| 76> | 51 (14%) 

1/0/2 X Guy 11 18 22 > |69,2) 396 | 128 (231) 
| s 4 ° 16 | 14 (874) 
| 7 4 ° 12 7 (584) 
aeos 4 ° 26 | 10 (62%) 

2/0/3 X Guy 11| 4*| 4 3 > [72# | 12| 12 (200%) 
s| a 3 o 12 6 (50%) 
ej «4 4 ° 16 | 6 (50%) 
rj a 4 ° 16 | 12 (75%) 
<|. 4 ° 16 2 (474) 

27 22 ° 116 | 76 (65%) 
4 : désignation de la famille de croisement 
* = nombre total de souches monoascospores de signe Mat.1.1, Mat. 12. 
ind. = signe sexuel indéterminé. 
1* à 8* = numéros des tétrades isolées. 
** - pourcentage de descendants femelles fertiles. 
# = pourcentage de descendants femelles fertiles pour l'ensemble des tétrades. 

= nombre total de croisements réalisés 
nombre de confrontations ayant donné lieu à la formation de périthèces. 

Tableau 1: Pourcentage de confrontations compatibles entre descendants Mat.1.1 et 
Mat.1.2. 

Table 1: Percentage of compatible matings between Mat.1.1 and Mat.1.2 progenies. 
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disparité dans la fertilité des souches parentales (Tab. 1). Nous nous som- 

mes donc proposés d'analyser plus en détail ce caractère. Ainsi, les croi- 

sements de la figure 1 et du tableau 1 ont été conduits et les ascospores de 

signe de compatibilité sexuelle Mat.1.1 confrontées à celles de signe Mat.1.2. 

Nous avons ensuite évalué la production de périthéces et la germination des 

ascospores. 

Aptitude des souches à la reproduction sexuelle 

Si le signe de compatibilité sexuelle contrôlé par un seul gène est facile 

à étudier, les autres caractères, dont le caractère femelle, liés à la fertilité 

sont plus complexes. L'aptitude d'une souche à porter des périthèces (souche 

femelle) formés lors de la confrontation avec une autre souche de signe de 

compatibilité sexuelle opposé, est facile à évaluer. Son expression est par- 

tiellement spécifique de la souche de signe opposé qui lui est confrontée et 

dans nos croisements, elle n'apparaît pas être sous contrôle génétique sim- 

ple. 

La réussite des croisements entre souches pathogènes pour le riz est 

limitée par le fait que la quasi totalité de ces souches se comportent comme 

des souches máles (Itoi et al., 1980, 1983; Valent et al., 1986; Kolmer & 

Ellingboe, 1988). Par contre dans les descendances des trois croisements que 

nous avons réalisés avec la souche Guy 11, la proportion de souches femel- 
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les fertiles est relativement importante; elle est toujours supérieure à 45% 
(Tab. 1). 

Lorsque l'on confronte entre eux les descendants des divers croi- 
sements, on peut faire l'observation suivante: les taux de confrontations 
compatibles dans le cas des croisements 9/0/4 x Guy 11 et Guy 11 x CD 128 
sont respectivement de 19% et 13% (Tab. 1). Ces taux ne sont pas significa- 
tivement différents. A l'inverse, les croisements Guy 11 x JA 4 et Guy 11 x 
ML 25 montrent des différences imputables aux parents récurrents. En effet, 
quand les ascospores du croisement Guy 11 x JA 4 sont croisées entre elles, 
on observe que 29% des confrontations sont fertiles. Le croisement en re- 
tour 6/0/13 x JA 4 ne fait apparaître en revanche que 1,3% de confron- 
tations compatibles. Le même phénomène est observé en sens inverse avec le 
croisement Guy 11 E ��. 25. Dans ce dernier cas, une augmentation du 
nombre des confrontations fertiles est observée avec les ascospores du croi- 
sement 1/0/2 x Guy ll. L'aptitude des souches CD 128, ML 25 et JA 4 à 
former des périthéces est donc différente (Tab. 1). De ces résultats, il ressort 
également l'influence plus ou moins grande du parent récurrent. Guy 11 
améliore de facon sensible l'aptitude des descendants à former des 
périthèces. En effet, quand cette souche est croisée avec le descendant 1/0/2, 
le nombre de confrontations compatibles est multiplié par deux (33%). L'in- 
fluence positive de Guy 11 est encore confirmée avec le croisement n° 4 
(2/0/3 x Guy 11). Dans ce croisement il a été possible d'isoler des tétrades. 
De plus, quand les ascospores de chacune des tétrades sont croisées entre el- 
les, le pourcentage de confrontations possibles est supérieur ou égal à 50% 
soit au moins trois fois la valeur obtenue avec le croisement initial (Tab. 1). 
La souche parentale JA 4 semble plutót nuire à ce caractére (1,3% contre 
29% dans le croisement initial). 

Ces résultats nous ont conduit à évaluer l'apport maximal de Guy 11 
pour la fertilité. Ainsi, nous avons réalisé des croisements frères-soeurs suivis 
de croisements en retour par Guy 11. Ensuite nous avons réalisé des croi- 
sements en retour successifs par la souche Guy 11. Le nombre de confron- 
tations compatibles entre descendants a été évalué de même que la quantité 
de périthèces produits et le taux de germination des ascospores. 

Production de périthèces et germination des ascospores 

Au quatrième croisement en retour par la souche parentale Guy 11 
(Fig. 1), nous avons augmenté la production de périthèces par un facteur 4 
par rapport au croisement initial. Les gènes défavorables semblent avoir été 
contre-sélectionnés. Les descendants de ce croisement sont tous interfertiles 
et plus de 10 périthéces/cm? sont observés sur la zone de confrontation. Des 
résultats comparables sont observés avec les descendants du croisement n° 34 
(Fig. 1). Cette augmentation de la production de périthèces n9est cependant 
pas accompagnée d'une augmentation du taux de germination des 
ascospores estimé par la possibilité d'isoler des tétrades. Seuls les croi- 
sements n° 4 et n° 11 ont un niveau de fertilité permettant l'isolement de 
tétrades. 10% des ascospores des croisements n° 2 et n° 14 germent alors 
que chez le croisement initial Guy 11 x ML 25, ce taux est de 5%. A partir 
du croisement n° 21, peu d'ascospores viables sont formées et leur pourcen- 
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tage de germination commence à diminuer. L'isogénisation semble donc di- 
minuer la viabilité des ascospores. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Des deux hypothéses testées pour l'amélioration de la fertilité, l'une 
semble plus probable que l9autre. Les premiers croisements en retour par la 
souche Guy 11 augmentent légèrement la germination des ascospores mais 
celle-ci baisse au fur et à mesure de l'isogénisation. Celle-ci augmente cepen- 
dant le nombre de croisements compatibles entre descendants. Ces résultats. 
sont comparables à ceux obtenus par Notteghem (non publiés) qui a croisé 
Guy 11 avec GA | (une souche pathogéne du mais). Après 7 croisements en 
retour par la souche Guy 11, peu d'ascospores viables sont formées. Cette 
diminution progressive de la germination des ascospores pourrait étre 
attribuée au fait que les souches obtenues dans les derniéres étapes de croi- 
sements sont génétiquement trés proches du parent récurrent. Cependant, 
les croisements fréres-soeurs suivis de croisements en retour par Guy 11 aug- 
mentent de facon sensible la germination des ascospores puisque cette 
stratégie permet l'isolement de tétrades. 

La fertilité des souches de M. grisea apparait comme un caractére com- 
plexe. Bien que les travaux réalisés ne permettent pas de tirer des conclu- 
sions définitives, ils confortent l'hypothése de l'existence chez chacun des pa- 
rents, de génes complémentaires pour la fertilité. 

Nelson (1959a,b) montre que chez Cochliobolus heterostrophus Drechsler 
(Drechslera maydis (Nisikado et Miyake) Subram et Jain), la compatibilité, la 
production de périthéces et la viabilité des ascospores sont des caractéres 
sous contróles génétiques indépendants. Ne sommes-nous pas dans une si- 
tuation identique chez M. grisea? Bien que les résultats obtenus ne permet- 
tent pas de répondre avec certitude, ils confortent cette hypothése. En effet, 
à partir du croisement n° 27 (Fig. 1), la production de périthèces est sensi- 
blement améliorée mais le taux de germination des ascospores 4 
considérablement chuté. 

Les souches de M. grisea pathogènes du riz sont en général peu fertiles. 
Les croisements rapportés dans la littérature entre de telles souches riz res- 
tent limités à un petit nombre de combinaisons et impliquent souvent Guy 
11 (Leung et al., 1988; Ellingboe et al., 1990). Guy 11 semble donc être une 
souche exceptionnelle. L'hypothése la plus probable pour expliquer la rareté 
des croisements fertiles est que la plupart des souches pathogénes pour le riz 
ont accumulé plusieurs génes défavorables à la reproduction sexuelle. 
D'ailleurs, le stade parfait de ce champignon n'a jamais été observé dans la 
nature et n'est vraisemblablement que trés peu utile pour sa survie. 

L'existence d'un petit nombre de croisements possibles entre souches 
pathogénes pour le riz, encourage à poursuivre la recherche d'autres souches 
fertiles et différentes de celles dont nous disposons pour certaines 
caractéristiques de la pathogénie. Ces souches permettront de développer la 
génétique de la pathogénie. 

Source : MNHN, Paris 
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